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绿色 荧光 蛋白 《green fluorescent protein，GFP) 基因 是 
从 一 种 水 母体 内 分 离 的 新 型 报告 基因 (report gene) 《Chalfie 
等 ，1994)， 其 编码 的 、 由 238 个 氨基 酸 组 成 的 GFP 是 一 种 
对 光 稳 定 的 可 溶性 蛋白 ， 在 长 波 紫 外 光 或 蓝光 激发 下 就 能 
发 出 绿色 荧光 ， 而 不 需 添 加 和 任何 酶 或 底 物 ， 因 而 检测 十 分 
方便 快速 ， 无 背景 干扰 。 同 时 GFP 也 是 目前 唯一 能 在 异 源 
细 跑 内 表达 后 自发 产生 荧光 的 蛋白 质 。 

EGFP 基因 是 由 野生 型 GFP 基因 暨 人 工 改 造 后 更 适合 
于 在 真 核 细 跑 中 表达 的 突变 体 ， 基 因 编 码 区 长 717 bp， 编 
码 产 物 增强 型 绿色 荧光 蛋白 (enhanced green flucrescent pro- 
tein，EGFP) 省 239 个 氮 基 酸 残 基 (Cormack 等 ，1996)。 
EGFP 最 大 激发 波长 由 原来 GFP 的 390 nm 增加 到 480 nm 
左右 ， 其 最 大 发 射 波长 506 nm 的 发 光 强度 比 野 生 型 CFP 增 
如 了 近 加 ~35 司 。 这样 不 仅 有 利于 荧光 显微镜 观测 或 流 式 
细胞 仪 检测 ， 且 在 自 热 光 下 也 可 见 到 绿色 荧光 ， 更 便于 检 
测 。 

杆 状 病毒 - 昆虫 表达 系统 是 80 年 代 后 发 展 起 来 的 真 核 
表达 系统 。 在 Smith 等 〈1983) 以 首 薄 站 纹 夜 媳 核 型 多 角 
体 病 毒 〈AcMNRV)》 为 载体 用 昆虫 细胞 成 功 地 表达 了 人 日 - 
干扰 于 基因 后 不 久 ，Maeda 等 〈1985》 也 报道 了 用 家 短 核 
型 多 角 体 病毒 〈BmNPV) 为 载体 在 家 乔 虫 体 体 内 高 效 地 表 
达 了 人 a- 干扰 农 。 杆 状 病毒 作为 外 源 基因 表达 载体 引起 了 
分 子 生 物 学 和 基因 工程 研究 工作 者 的 极 大 兴趣 。 且 前 ， 杆 
状 病毒 -昆虫 (细胞 ) 这 一 高 效 真 核 硼 达 系 统 已 得 到 了 广 
泛 的 应 用 ， 几 乎 成 为 生物 技术 实验 室 的 常规 手段 之 一 , 已 
有 数 百 种 外 江 基 因 在 该 系统 中 进行 了 表达 研究 ， 但 尚未 见 
EGFP 基因 用 于 杆 状 病毒 表达 系统 的 报道 。 在 杆 状 病毒 一 昆 
虫 表达 系统 中 进行 EGFP 基因 的 表达 研究 ， 对 于 今后 在 该 
系统 中 利用 这 一 高 效 报告 基因 ， 进 行 重组 病毒 六 选 、EGFP 
基因 与 目的 基因 的 融合 表达 、 病 毒 基因 组 其 他 启动 子 应 用 
以 及 表达 条 件 进 一 步 优 化 等 ， 具 有 重要 意义 。 
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1 材料 和 方法 


1.1 材 料 试验 所 用 的 限制 性 内 切 酶 、 连 接 酶 、Bac to 
Bac 昆虫 杆 状 病毒 表达 系统 均 为 GI[BCO - BRL 公司 产品 。 
X-gal、JPTG 为 Boehringer Mannhem 公司 产品 。 大 肠 杆 菌 
TG1 株 为 本 所 保存 。 省 有 EGFP cDNA 的 质粒 pEGFP 一 N1、 
粉 纹 夜 昨 细 肪 株 Tn- 5B1 一 4 和 草地 贪 夜 媳 细胞 株 Sf21 均 
为 中 国 科 学 院 上 海 生物 北 学 研究 所 动物 病毒 实验 室 保 存 。 
1.2 痛 春 重组 方法 ”重组 Bacmid 的 获得 和 提取 参照 GiB- 
CO- BRL 公司 产品 说 明 书 进行 。 昆虫 细胞 培养 技术 、 外 源 
基因 的 表达 均 参 照 Summers 等 (1987) 操 作 进 行 。 

Lipofectin 介 导 DNA 转 染 昆虫 细胞 方法 为 :将 1 pg 病毒 

DNA 加 无 戎 水 至 总 体积 为 20 pL(A 液 ), 另 将 20 红 的 Lipo- 
fectin 和 30 品 . 无 菌 水 混 与 (B 液 ) ,然后 将 点 液 和 卫 液 混 匀 ， 
二 室温 下 静 置 15 min; 用 于 转 旭 的 Sf 单 层 细胞 生长 于 直径 
35 mm 的 堵 养 于 中 ,在 转 染 前 用 无 血清 堵 养 基 许 3 次 ,加 1 
mL 无 血清 培养 基 符 用 ;将 混合 液 逐 滴 老 慢 加 入 细胞 中 , 边 加 
边 微 徽 播 动 , 待 混合 液 均 匀 扩 散 后 放 填 27 记 培养 5 h, 换 会 
10%FBS 培养 基 , 置 27 记 培养 3 一 4 d, 再 收 重 组 病毒 粒子 用 
于 下 一 轮 感染 。 
1.3 其 他 方法 PCR 扩 增 条 件 为 94C1min,，55C1.5 min, 
72C1.5 min， 共 35 个 循环 ， 最 后 一 个 循环 72 信 延伸 10 
min。 低 融 点 驴 分 离 DNA 片段 、 连 接 、 转化 、 质粒 DNA 及 
听 菌 体 、phagemid 单 链 、 双 链 DNA 提取 纯化 ， 限 制 性 内 切 
酶 酶 切 、SDS- PAGE 电文 均 按 Luckow 等 《1993) 方法 进 
行 。 单 链 、 双 链 测 序 按 试 剂 盒 手册 进行 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 重组 病毒 殿 体 质粒 的 构建 ”重组 病毒 质粒 pBacFastH- 
Ta 舍 有 便于 表达 产物 用 Ni- NTA 树脂 分 离 纯化 的 66x His 
亲 和 标 记 , 同 时 重组 后 病毒 表达 的 产物 是 一 种 融合 蛋白 。 为 
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了 便于 今后 表达 产物 纯化 和 EGFP 基因 能 用 于 杆 状 病毒 表 
达 系 统 的 融合 表达 ,我们 特 选 轴 pBacFastHTa 质粒 。 为 将 
EGFP 基因 插入 质 牧 pBacFascHTa, 根 据 EGFP 基因 的 核 形 
酸 序列 ,我 们 设计 了 Pl 和 P2 引物 , 核 苷 酸 序 列 分 别 为 Pl.5 
~ GGGGATOCATGGTGAGCAAGGGCGAGG — 3': P2, 5 
GCAAAGCTTCTTGTACAGCTCGTCCCCGG - 3。 其 中 P1 
是 EGFP 蛋白 N 端的 核 苷 酸 序列 ,P2 为 蛋白 C 端的 核 背 酸 
序列 的 互补 序列 .为 便于 克隆 表达 ,在 Pl 和 P2 中 分 别 引进 
了 BomHI 和 于 rd 亚 位 点 。 以 Pl 和 也 为 引物 ,以 PEGFP 
一 Nl 为 模板 按 上 述 实验 条 件 以 PCR 扩 增 EGFP cDNA。 
PCR 产物 经 低 融 点 胶 纯 化 后 ,克隆 进 PSK+ 的 EcoRV 位 点 ， 
构建 质粒 pSK - EGFP。 测 序 证 明 ，PCR 扩 增 EGFP cDNA 
的 核 背 酸 序列 正确 。 从 pSK - EGFP 质粒 上 回收 EGFP 的 
BamHI 和 nd 了 片段 ,与 经 BamrzHIT 和 于 nd 了 双 酶 切 的 
质粒 pBacFastHTa 相连 接 , 和 构建 成 EGFP 基因 的 供 体 载 体 
PRacFastBGFP( 图 1)。 其 中 pRacFastHTs 含有 起 始 密码 子 
ATG ,便于 表达 产物 用 Ni 一 NTA 树 脂 分 离 纯 北 的 6x His 亲 和 

标记 .rTEYV 和 蛋白酶 酶 切 识别 位 点 ENLYFQG 编码 区 以 及 多 
克隆 位 点 等 ， 因 而 表达 产物 将 是 一 个 在 EGFP 的 - NH2 端 增 
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图 1 供 体质 粒 pBacFastEGFP 图 谱 
Fig.1 Schematic representation of the donor vector 
pRacFastEGFP 





加 了 25 个 氨基 酸 残 基 的 融合 蛋白 。 
2.3 要 组 闹 毒 的 获得 ”将 pRBacFastEGFP 转化 后 纲 胸 
DH10Bac, 在 含有 Blue-gal IPTG、 卡 那 震 索 (S0 pg/mLi) 、 四 环 
素 (10 pgAmnL) 和 庆 大 替 素 (50 pg/mL) 的 平板 上 进行 2 轮 谤 
选 , 挑 取 白 色 菌 落 接 菌 于 3 ml 的 LB 中 ,培养 24 bh 后 ,提取 
重组 病毒 Bacmid DNA, 再 用 Lipofectin 介 导 转 染 草 地 贫 夜 娥 
细胞 Sf21,3 d 后 收集 售 有 重组 病毒 的 培养 上 浓 ,病毒 滴 度 约 
2x10" pfuxmL。 
2.3 EGFP 基因 的 表达 Tn 5B1 一 4 培养 细胞 中 接种 病毒 
粒子 MOI 为 10 左右 ，72 h 后 在 荧光 显 柚 镜 下 观测 细胞 中 
EGFP 基因 的 表达 情况 。 图 2a 为 在 普通 灯光 下 拍 的 正常 Tn 
一 5B1 -4 细胞 ， 图 2b 为 在 普通 灯光 下 拍 的 感染 重组 病毒 
72h 后 的 Tn-5Bl 一 4 细胞。 由 图 2b 可 见 ， 由 于 EGFP 基 
因 在 屁 虫 细胞 中 高 效 表 达 ， 部 分 细胞 中 EGFP 含量 很 高 ， 
在 普通 灯光 下 就 可 见 到 表达 产物 EGFP 被 激发 出 的 莹 光 。 
图 2c 是 局 荧光 电 微 镜 在 荧光 下 折 的 重组 病状 感染 72 h 后 的 
Tn-5B1 一 4 细胞， 可 见 细 胞 中 EGFP 被 激发 出 的 强烈 荧 
光 。 

将 感染 重组 病毒 72h 后 的 Tn- 5B1 一 4 细胞 收集 ， 进 
行 SDS- PAGE 电泳 分 析 (图 3)。 结 果 表 明 ，EGFP 基因 在 
Tn-5BL-4 细 胞 中 得 到 了 高 效 表达 ， 表 达 产 物 的 分 子 量 约 
为 29 kD， 与 预计 的 分 子 量 相符 。 进 一 步 对 凝 胶 进行 自动 扫 
描 分 析 表 明 ，EGFP 基因 表达 景 约 占 昆虫 细胞 总 蛋白 的 
17.4%。 


3 讨论 


本 研究 结果 表明 ，EGFP 基因 在 杆 状 病毒 一 屁 虫 这 一 真 
核 表达 系统 得 到 了 高 效 表达 ， 表 达 的 融合 蛋白 能 在 荧光 显 
铀 镜 下 被 激发 出 强烈 的 荧光 ， 这 为 今后 在 杆 状 病毒 表达 系 
统 中 充分 利用 这 一 非常 灵敏 县 极 易 检 测 的 新 型 报告 基因 提 
供 了 一 条 途经 。 我 们 已 将 EGFP 基因 和 Annexin V 基因 融 
全 在 一 起 进行 表达 ， 袁 达 产 物 朗 保留 了 Annexin V 与 洪 圳 
于 将 亡 细 胞 外 膜 磷 脂 酰 丝氨酸 (PS) 结 合 的 特异 性 ,又 具有 了 





图 2 表达 EGFP 基因 的 粉 纹 夜 媳 细胞 Tn- SB1 4 
Fig.2 Expression of EGFP gene in Tn— 5B1 ~4 cells of Trichoplusia mi 


a, 普通 灯光 下 的 正常 细胞 the nonmal cells under general lamplight); 


b. 普通 灯光 下 的 驯 染 重组 病毒 72 bh 后 的 细胞 ,部 分 细胞 中 表达 产物 EGFP 被 油 发 出 艾 光 (the cells after 72 hours infection 
of the recombinant vinuses under general lamplight, shownng some of the cells emitting the green fluorescence); 

c, 费 光 下 感染 重组 病毒 72h 后 的 细胞 ,细胞 中 EGFP 被 溅 发 出 强烈 荧光 (the calls emtting striking green fluorescenee after 
72 hours infection of the recombinant vimses under fluorescence Bight), 
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图 3 表达 产物 的 SDS ~ PAGE 分 析 
Fig.3 SDS~ PAGE anajysis of the expressed produet 

a. 感 妇 重组 EGFP 病毒 的 细胞 总 抽 提 物 , 往 头 示 表 达 产 
物 EGFP 条 带 (eellular proteins of the cells infecred by 
the recombinant viruses carrying EGFP gene, the arrow 
showing the expressed EGFP); 

b. 感 浊 BacPAK6 的 细胞 总 抽 提 物 ( 对 腿 ) [cellular pro- 
tems of the cells infected by the virus BacPAK6 (con- 
trol}) ]; 

ec- 蛋白 质 分 子 量 标准 [protein molecular marker)。 


EGFP 的 发 交 特 性 ， 在 日 光 下 也 能 见 到 明显 的 荧光 ， 可 望 用 
于 检测 细胞 凋 亡 或 某 些 疾病 状态 下 血小板 的 活化 状态 ， 有 
关 实 验 正在 进一步 进行 之 中 。 

本 实验 应 用 的 Bac to Bac 系统 是 1993 年 由 Luckow 等 发 
展 的 一 种 高 效 、 快 速 的 昆虫 杆 状 病 毒 表达 系统 。 他 们 利用 
细 草 的 Tn7 转 座 子 ， 构 建 了 杆 状 病毒 的 穿梭 载体 Bacmid， 
它 是 一 种 既 可 在 大 申 杆 菌 中 复制 又 可 在 昆虫 细胞 中 复制 的 
重组 杆 状 病 毒 。 原 来 的 多 名 迟 蛋 白 基 因 已 为 卡 那 埠 素 抗 人性 
基因 、Lacz 基因 、Tn7 转 座 子 的 靶 位 点 mini 一 attTn7 和 复 
制 子 mini 一 F 所 替代 。 由 于 有 mini 一 下 存在 ，Bacmid 可 以 
在 细菌 中 低 拷 贝 复制 。 同 时 ， 又 在 Bluescript 质粒 基础 上 构 
建 了 供 体质 粒 ， 殿 体质 粒 含 有 Tn7 左右 两 辟 ， 两 各 之 间 有 
多 角 体 蛋白 基因 启动 子 和 polylinker 区 ,还 含有 庆 大 堆 素 搞 
性 基因 (Gen+ ) 殿 转 位 后 第 选 。 用 供 体 质粒 DNA 转化 已 
经 带 有 Bacmid 和 辅助 质粒 (Tet + ) 的 感受 态 细菌 ， 辅助 
质粒 提供 反 式 作 用 发 生 转 座 ， 将 外 源 基 因 转 到 Bacmid 的 
attTn7 位 置 ， 并 使 Lacz 基因 失 活 ， 在 含 卡 那 才 素 、 庆 大 需 
喜 及 四 环 束 的 琼脂 培养 基 上 进行 蓝 白 更 第 选 ， 饰 选 含 外 沱 
基因 的 重组 Bacmid， 再 用 重组 Bacmid DNA 转化 昆虫 细胞 
即 可 获得 重组 病毒 粒子 。 与 重组 病毒 的 空 斑 辛 选 法 相 比 ， 
这 是 一 种 快速 、 简 便 的 方法 。 我 们 用 这 种 方法 在 14 4 内 获 
得 了 重组 BGFP 基因 的 杆 状 病毒 并 进行 了 高 效 表 达 。 另 外 ， 
我 们 在 实验 中 应 用 了 粉 纹 夜 蛾 细胞 株 Tn 一 5B1 一 4， 其 细 蝶 
栖 积 较 草地 贷 夜 蛾 细胞 株 Sf21 大 ， 表 达 量 高 ， 用 于 外 源 基 
因 表 达 具 有 明显 的 优势 。 
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